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A redução do tempo de sono é uma das várias consequências da vida moderna, 
gerando um estresse significante para o organismo. Numerosos estudos em humanos e 
animais mostraram que o estresse prejudica a qualidade e quantidade de colágeno na 
pele, promove a invasão bacteriana e retarda o processo de cicatrização. Além disso, 
diversos fatores como o uso de morfina ou o envelhecimento, apresentam efeitos 
negativos na cicatrização de pele e também provocam alterações no sono. Nesse 
sentido, o objetivo do presente estudo foi avaliar o processo de cicatrização de pele em 
camundongos privados de sono paradoxal, em duas situações distintas e analisadas 
separadamente: tratados com morfina ou associado ao fator idade. No experimento I, 
camundongos adultos hairless machos foram distribuídos nos seguintes grupos: 
Controle, morfina, privação de sono, e morfina + privação de sono. A morfina (10 mg.kg-
1, subcutâneo) foi administrada a cada 12 horas durante 9 dias consecutivos. Após a 
privação de sono foram coletadas amostras de pele para processamento e avaliação 
imuno-histoquímica de COX-2 e iNOS. No experimento II, foram utilizados 
camundongos C57BL⁄6J machos jovens (3 meses) e de meia-idade (10 meses). Os 
animais foram randomizados nos seguintes grupos: controle 3 meses; controle 10 
meses; privação de sono paradoxal 3 meses; privação de sono paradoxal 10 meses. 
Após o término da privação, os animais foram submetidos à lesão na região dorsal com 
o auxílio de um punch descartável de biópsia de pele (6 mm). Os resultados do primeiro 
estudo sugerem que a morfina proporcionou imunoexpressão de COX-2 e iNOS. 
Porém, a privação de sono não alterou os resultados induzidos pela morfina. Já em 
relação aos resultados obtidos no segundo experimento, pudemos observar que houve 
um retardo no processo de cicatrização nos animais de meia-idade comparado aos 
jovens, independente da condição de sono. Entretanto, os animais de meia-idade 
privados de sono apresentaram piora na cicatrização quando comparados aos animais 
de meia-idade na condição controle e aos animais jovens privados de sono. Em 
resumo, o presente projeto permite concluir que os resultados do nosso primeiro estudo 
sugerem que a morfina é capaz de induzir a imunoexpressão da COX-2 e iNOS na pele 
de camundongos hairless, e que a falta de sono não modula este resultado. Nosso 
segundo experimento mostrou que a privação de sono pode afetar o processo de 
cicatrização somente quando associado ao fator idade, sugerindo a importância do 
sono ao longo da vida para manutenção de uma pele saudável.  
Em geral, os experimentos I e II nos permitem sugerir que uso de morfina, a falta de 














The reduction of sleep time is one of several consequences of modern life generating 
significant stress to the body. Many studies in humans and animals have shown that 
stress affects the quality and quantity of collagen in the skin, promotes bacterial invasion 
and delays the healing process. Furthermore, several factors such as morphine or aging 
have negative effects on healing of skin and also cause sleep disorders. In this sense, 
the purpose of this study was to evaluate the skin healing process in mice deprived of 
paradoxical sleep in two different situations and analyzed separately: treated with 
morphine or associated the age factor. In experiment I, mice male adult hairless were 
distributed into four groups: control, morphine, sleep deprivation, and morphine + sleep 
deprivation. Morphine (10 mg.kg-1, subcutaneous) was administered every 12 hours for 
9 consecutive days. After sleep deprivation the samples of skin were collected for 
processing and immunohistochemical evaluation of COX-2 and iNOS. In experiment II, 
were used young male C57BL/6J mice (3 months) and middle-aged (10 months). The 
animals were randomized into four groups: controls 3 and 10 months; paradoxical sleep 
deprivation 3 and 10 months. After the end of deprivation, the animals were submitted to 
punch skin biopsy (6mm) on the dorsal region.  The results of first study suggest that 
morphine induced immunoexpression of COX-2 and iNOS. In contrast, sleep deprivation 
did not modulate outcomes induced by morphine. In relation to the experiments that 
investigated the healing process in older animals and deprived of paradoxical sleep. The 
results show that assessment the number of days needed for complete closing of injury 
revealed that there was a delay in the healing process in animals middle-aged 
compared to the young, regardless of sleep condition. However, the middle-aged 
animals deprived of sleep demonstrated worsens in healing when compared to middle-
aged animals in the control condition and young animals deprived of sleep. In summary, 
the present design allows to conclude that in results of our first study the morphine, not 
sleep loss, induces COX-2 and iNOS immunoexpression in the skin of hairless mice. 
Our second experiment showed that lack of sleep can affect the healing process only 
when associated with the age factor, suggesting the importance of sleep for throughout 
life maintenance of a healthy skin. In general, the experiments I and II allows us to 
suggest that use of morphine, lack of sleep and age in animals can modulate the wound 
healing. 
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A pele é o maior órgão do corpo humano, correspondendo a 16% de seu peso. 
Exercendo inúmeras funções na proteção dos tecidos contra danos como dessecação, 
invasão de organismos estranhos, lesões físicas, químicas e biológicas. Contém 
terminações nervosas periféricas que atuam como um grande receptor para as 
sensações de dor, pressão e tato, bem como nos mecanismos de regulação da 
temperatura. É constituída por três camadas: epiderme, derme e hipoderme.  
A epiderme possui três tipos celulares: os melanócitos, as células de Langerhans e 
os queratinócitos. Os melanócitos são responsáveis pela produção do pigmento, 
chamado melanina que tem a função de filtro endógeno contra a radiação ultravioleta. 
As células de Langerhans são células dendríticas apresentadoras de antígeno que 
processam e captam sinais antigênicos enviando informações para células linfóides e 
células responsáveis pelas sinapses das terminações nervosas localizadas na camada 
basal da epiderme. As principais células da epiderme são poligonais, com pequenas 
expansões citoplasmáticas, encontradas em todas as camadas e denominadas 
queratinócitos. A camada córnea apresenta espessura variável de acordo com a área 
anatômica, é formada por células anucleadas, constituindo estruturas lamelares 
compactas e resistentes, com rico conteúdo de queratina e encontra-se em processo 
contínuo de descamação. A epiderme é avascular, nutre-se por embebição a partir da 
derme. 
A derme tem a função de sustentação e nutrição da epiderme. É constituída por 
uma matriz extracelular de tecido conjuntivo, com fibras elásticas e colágenas e 
possuem plexos vasculares superficiais e profundos, vasos linfáticos, terminações 
nervosas, corpúsculos nervosos e os anexos da pele (unhas, folículos pilosos, pelos e 
glândulas sebáceas e sudoríparas) A porção superior da derme possui projeções em 
direção à epiderme, chamadas papilas dérmicas, que conferem adesão entre essas 
duas camadas da pele. A derme é dividida em duas regiões: superior, superficial ou 
papilar, com tecido conjuntivo frouxo e a inferior ou profunda ou reticular, composta por 
tecido conjuntivo mais denso (Gray, Pizzanelli et al., 1988; Dângelo e Fattini, 1998). As 
principais células presentes na derme são os fibroblastos que produzem a matriz 
extracelular e as fibras colágenas, elásticas e reticulares (Bergstresser e Costner, 
2008).   
 
1.2. Cicatrização de pele 
Danos ao sistema tegumentar desencadeiam mecanismos que caracterizam o 
processo de reparo denominado cicatrização. Esse processo se inicia imediatamente 
após injúria e compreende três fases: inflamatória, proliferativa e remodeladora. O 
primeiro evento após injúria é a formação de um coágulo de sangue por plaquetas 
ativadas que liberam vários mediadores, incluindo o fibrinogênio que se converte em 
fibras de fibrina que servirão de suporte para o influxo de células. As plaquetas 
produzem o fator de crescimento derivado das plaquetas (platelet-derived growth factor 
ou PDGF) e citocinas, atraindo as células inflamatórias, sendo as primeiras os 
neutrófilos (Kirsner, 2008), seguidos pelos monócitos e macrófagos. Estas células 
infiltram-se massivamente na ferida nas primeiras 24 horas (Kim, Liu et al., 2008). 
Citocinas inflamatórias produzidas pelas células endoteliais e produtos de degradação 
dos agentes patogênicos também contribuem para a resposta inflamatória. Os 
macrófagos surgem dois dias após o ferimento realizando uma intensa atividade 
fagocítica (Leibovich e Ross, 1975). O PDGF é também quimiotático para fibroblastos. 
O processo de reepitelização se inicia poucas horas após a injúria. Queratinócitos 
migram a partir das bordas da ferida para a interface entre a derme e o coágulo de 
fibrina. Esta migração é facilitada através da produção de proteases específicas, como 
por exemplo, a colagenase produzida pelos fibroblastos (Pilcher, Dumin et al., 1997). 
Fibroblastos ativados também migram para a borda da lesão e juntamente com os 
macrófagos formam o tecido de granulação. Em seguida, alguns dos fibroblastos se 
diferenciam em miofibroblastos, células contráteis responsáveis por auxiliar a ligação 
entre as bordas da lesão (Gabbiani, 2003). Durante o mesmo período, os fatores de 
crescimento produzidos pelo tecido de granulação favorecem a proliferação e 
diferenciação de células epiteliais restaurando a integridade da barreira epitelial. 
A última fase do processo de cicatrização de pele, chamada de remodeladora, 
consiste em involução gradual do tecido de granulação e regeneração dérmica. Esta 
etapa está associada a apoptose dos miofibroblastos, células endoteliais e macrófagos. 
O tecido restante é composto principalmente por proteínas da matriz extracelular, 
essencialmente, o colágeno do tipo III que será remodelado pelas metaloproteinases e 
substituído por colágeno do tipo I (Singer e Clark, 1999). 
 
1.3. Sono 
Com a evolução dos potenciais eletroencefalográficos (EEG) o padrão de sono é 
atualmente bem estabelecido. Durante o sono existem várias fases, as quais se 
agrupam em 2 estados distintos. O sono NREM (em inglês, non rapid eye moviment) 
apresenta 3 estágios, nos quais se nota a lentificação progressiva e o aumento da 
amplitude do EEG. O estágio 1 é a transição entre a vigília e o sono, caracterizado pela 
lentificação do EEG e surgimento do ritmo θ (teta). No segundo estágio surgem os 
fusos, que são disparos neuronais que ocorrem esporadicamente e os complexos K. O 
estágio 3 é considerando o estágio mais profundo, o EEG é caracterizado pelo ritmo 
delta (Δ).  
 O sono REM (em inglês, rapid eye moviment) ou sono paradoxal não tem 
estágios, mas apresenta eventos fásicos e eventos tônicos. Os eventos fásicos são os 
movimentos oculares rápidos, flutuações cardiorrespiratórias, ereções penianas e 
pequenos abalos musculares. Os eventos tônicos são: atonia muscular, 
dessincronização do EEG, perda do controle autonômico da temperatura.  
Em média, os roedores dormem cerca de 62% do período claro e 33% do período 
escuro, sendo que, durante a vigília, os animais realizam suas atividades vitais e sociais 
(alimentação, interação social e exploração do ambiente). Somando-se os períodos de 
sono, verifica-se que os roedores dormem cerca de 50% das 24 horas, dividindo-se em 
vigília, sono de ondas lentas e sono paradoxal. Comparando-se a porcentagem média 
de sono paradoxal observada no rato durante o tempo total de sono há similaridade 
àquela verificada em seres humanos no período de 8 horas de sono. Logo, é 
significativo avaliar a importância das consequências de diversas variáveis, ainda pouco 
estudadas, que possam afetar o sono, levando-se em conta a relevância de modelos 
animais e sua validação.  
De fato, longas jornadas de trabalho, aumento das atividades cotidianas e 
compromissos sociais são apenas alguns dos motivos que fazem com que as horas de 
sono sejam cada vez mais reduzidas (Banks e Dinges, 2007; Tufik, Andersen et al., 
2009). Além disso, o aumento de serviços disponíveis 24 horas por dia, durante os sete 
dias da semana provoca uma elevação no número de trabalhadores em turno ou 
noturno. Esta condição de falta de sono quase que inerente à vida moderna pode levar 
a repercussões nítidas na saúde e bem-estar. Desta forma, a privação de sono (PS) é 
considerada uma ferramenta de investigação para elucidar as funções do sono e os 
mecanismos envolvidos nesse processo. 
Estudos têm demonstrado que a falta de sono em roedores provoca alterações em 
vários aspectos do funcionamento comportamental, como memória (Silva, Abílio et al., 
2004; Alvarenga, Patti et al., 2008), ansiedade (Suchecki, Tiba et al., 2002), 
comportamento sexual (Andersen e Tufik, 2002; 2006; Andersen, Martins et al., 2007; 
Alvarenga, Andersen et al., 2009), alterações hormonais (Andersen, Martins et al., 
2005; Antunes, Andersen et al., 2006; Andersen, Martins et al., 2007), metabólicas 
(Martins, Andersen et al., 2008), assim como danos no sistema imunológico (Ruiz, 
Andersen et al., 2007; Zager, Andersen et al., 2007; Zager, Andersen et al., 2009; Ruiz, 
Andersen et al., 2012; Zager, Ruiz et al., 2012).  
 
1.4. Sono e idade 
Pode-se afirmar que o sono é um fenômeno biológico fundamental para a 
manutenção da saúde mental e emocional. Fisiologicamente, é considerado como um 
estado funcional, cíclico e reversível que está presente em todas as faixas etárias e na 
maioria das espécies animais.  
Em humanos, o envelhecimento normal está associado ao aumento dos 
distúrbios do sono, dificuldades para iniciar o sono, despertares frequentes durante a 
noite, sono superficial e despertar precoce, necessitando muitas vezes de cochilos 
durante o dia para tentar compensar as noites mal dormidas. Em relação à arquitetura 
do sono no idoso, pode-se observar um aumento na latência e fragmentação do sono, 
diminuição do sono REM, bem como no sono de ondas lentas (Dijk, Duffy et al., 1999; 
Carrier, Land et al., 2001).   
Em ratos idosos, também foram observados episódios de fragmentação do sono, 
redução de sono REM e NREM, além de aumento da latência para início do sono REM 
(Mendelson e Bergmann, 1999). Ainda, estudos investigando a restrição de sono de 12 
ou 48 h, mostrou que os ratos idosos tiveram um aumento compensatório na diminuição 
sono de onda lenta (12 h) (Shiromani, Lu et al., 2000); e redução no tempo total de 
sono, sono NREM e REM (48 h) (Mendelson e Bergmann, 2000). 
 
1.5. Sono e pele 
A fim de tentar elucidar o papel da falta de sono per se, Velazquez-Montezuma e 
colaboradores (Velazquez-Moctezuma, Dominguez-Salazar et al., 2004) compararam 
os efeitos do estresse de imobilização com a privação de sono paradoxal (PSP) por 24 
e 240 horas em ratos. Os resultados demonstraram que, apesar de possuir fatores 
estressantes intrínsecos, a privação seletiva de sono provocou uma reação imunológica 
particular, aumentando significantemente o número de células natural killer (NK). Por 
sua vez, o estresse de imobilização resultou em apenas um dano mínimo na produção 
de células T e B, efeito rapidamente reversível. Além disso, estudo realizado por nosso 
grupo em modelo de restrição crônica de sono (RS) demonstrou alterações 
imunológicas significantes, apesar dos níveis de corticosterona terem permanecido 
inalterados (Zager, Andersen et al., 2007). Esses resultados sugerem que o estresse 
inerente a esse modelo não desencadeou essas modificações, mas sim, a PSP 
propriamente dita.   
Em seres humanos, 42 horas de PS total foram capazes de afetar a barreira 
cutânea, aumentando também os níveis de interleucina 1β (IL-1β), fator de necrose 
tumoral α (TNF-α) e atividade das células NK (Altemus, Rao et al., 2001). Diversos 
efeitos da privação crônica de sono em ratos sugerem uma ruptura na função de 
barreira da pele e mucosas. Ratos submetidos a um longo período de PSP ou sono 
total desenvolveram lesões ulcerativas nas patas e cauda, além de uma maior invasão 
bacteriana (Kushida, Everson et al., 1989; Bergmann, Gilliland et al., 1996; Everson e 
Toth, 2000).  
As investigações entre a relação do estresse e a pele mostraram que o estresse 
psicológico afetou o processo de cicatrização em mulheres (Kiecolt-Glaser e Glaser, 
2001), além de aumentar a ocorrência de diversas dermatoses cutâneas associadas à 
função anormal da barreira epidérmica, como psoríase, e dermatites (Rostenberg, 1960; 
Gupta e Gupta, 1996; Tausk e Nousari, 2001; Proksch, Jensen et al., 2003; Sugarman, 
Fluhr et al., 2003), prejudicando também a função da barreira (Altemus, Rao et al., 
2001; Garg, Chren et al., 2001). Esse prejuízo provavelmente é devido ao aumento de 
glicocorticoides (Denda, Tsuchiya et al., 2000). Em modelos animais submetidos ao 
estresse de imobilização, Padgett e colaboradores (Padgett, Marucha et al., 1998) 
observaram um retardo no processo de cicatrização. Certamente, o processo está 
ligado a uma diminuição da expressão de citocinas pró-inflamatórias (IL-1α e IL-1β) e 
fatores de crescimento (Mercado, Padgett et al., 2002; Mercado, Quan et al., 2002), 
aumentando também a susceptibilidade a infecções por Staphylococcus aureus (Rojas, 
Padgett et al., 2002).  
 
1.6. Morfina e Pele 
Diversos outros fatores podem influenciar a cicatrização de feridas, como por 
exemplo, idade, estado nutricional, existência de doenças como diabetes, alterações 
cardiocirculatórias e de coagulação, aterosclerose, disfunção renal, quadros infecciosos 
sistêmicos e uso de drogas, entre elas, a morfina (Dângelo e Fattini, 1998). 
A morfina é um opioide extraído do exsudado leitoso da incisão de cápsulas de 
sementes imaturas da papoula (Papaver somniferum), e tem sido usada com 
finalidades medicinais há milhares de anos como agente para produzir euforia, 
analgesia, impedir diarréia e induzir o sono. Este nome foi dado em homenagem ao 
Deus grego dos sonhos, Morfeu (Howard e Huda, 2001). A chamada Guerra do Ópio, 
ocorrida na primeira metade do século XIX, motivou a conscientização dos problemas 
gerados pelo abuso dessa droga. A morfina passou a ser utilizada na Medicina de 
forma controlada, constituindo-se em um potente analgésico amplamente usado no 
tratamento da dor aguda e crônica grave até os dias atuais (Christrup, 1997). O número 
de artigos científicos divulgados pela literatura mundial, a respeito do uso e abuso de 
morfina ultrapassa hoje a marca dos 45.000 trabalhos. Existem mais de 1400 artigos 
relacionados a este fármaco, quase todos investigando o efeito analgésico ou uso 
recreacional do opiáceo (Pub Med, U.S. Library of Medicine em 17/01/2013). No 
entanto, a pesquisa sobre a interação “morfina”, “cicatrização” e “pele”, como palavras-
chave, detectou apenas oito artigos. A seguir estão listados os principais estudos 
encontrados ao tema “morfina e pele” (Egydio, Ruiz et al., 2012) (Tabela 1). 




Fonte: Egydio F, Ruiz FS, Tomimori J, Tufik S, Andersen ML. Can morphine interfere in the healing 
process during chronic stress? Arch Dermatol Res. 2012, 304:413-20. 
1.7. Envelhecimento e Pele 
Os estudos em idosos estão se tornando cada vez mais importantes em função 
do aumento gradual da expectativa de vida mundial. Para promover o envelhecimento 
saudável, é importante entender as alterações da pele envelhecida que podem estar 
associadas tanto a fatores intrínsecos e extrínsecos. Mudanças intrínsecas são aquelas 
devido ao processo metabólico natural, incluindo afinamento da epiderme, diminuição 
do fluxo sanguíneo e comprometimento da capacidade de nutrir e reparar as células. 
Ocorrem alterações na estrutura tecido colágeno dérmico e redução da função imune 
(Hashizume, 2004).  Por outro lado, as alterações extrínsecas são causadas por 
diversos fatores, principalmente a exposição crônica à luz ultravioleta (UV), além dos 
poluentes ambientais e o fumo. A exposição ao sol contribui para um declínio na 
integridade cutânea, levando ao desenvolvimento de manchas, espessamento, rugas, 
lesões pré-neoplásicas e até o câncer de pele.  
 O paciente idoso é mais suscetível a problemas de cicatrização por causa das 
interações entre os diversos sistemas do organismo humano, estresses ambientais e 
doenças.  A natureza multifatorial da cicatrização de feridas torna difícil estabelecer se 
as alterações que ocorrem nos idosos são atribuíveis ao envelhecimento e/ou outros 
fatores. Em modelos animais, a reparação de lesões nos mais velhos, mostra um atraso 
de 20% a 60% na taxa de cicatrização, em comparação com os animais jovens 
(Ashcroft, Horan et al., 1997). Portanto, existe um consenso sobre o efeito do 
envelhecimento no reparo de lesões cutâneas é principalmente um atraso temporal e 




A redução do tempo de sono é uma das várias consequências da vida moderna, 
gerando um estresse significante para o organismo. Numerosos estudos em humanos 
mostraram que o estresse prejudica a qualidade e quantidade de colágeno na pele, 
promove a invasão bacteriana e retarda o processo de cicatrização. É incontestável a 
importância dos opiáceos na clínica médica, como alvo analgésico pela indústria 
farmacêutica. Entretanto, devido aos efeitos indesejáveis e/ou tóxicos produzidos 
pelo uso prolongado desse composto tornam-se um importante fator a ser 
considerado no processo de cicatrização. Além disso, em uma década o número de 
idosos no Brasil cresceu 17%, correspondendo hoje a 14,5 milhões de pessoas, 
segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística (IBGE). O envelhecimento 
da população brasileira é reflexo do aumento da expectativa de vida, devido ao 
avanço no campo da saúde e à redução da taxa de natalidade. Alguns estudos 
mostraram que a combinação de fatores intrínsecos e extrínsecos no 
envelhecimento da pele pode provocar uma série de mudanças que afetam 
potencialmente o processo de reparo tecidual. Desta forma, foi de grande relevância 
investigar os mecanismos envolvidos no processo de cicatrização e integridade da 
pele em condições de falta de sono associadas tanto ao uso crônico de morfina, 




Tendo em vista que o sono é um fenômeno biológico importante para a 
homeostasia da pele; a falta de sono interfere nas funções da barreira epidérmica, e 
diversos fatores, como o uso de morfina ou o envelhecimento, apresentam efeitos 
negativos na reparação da pele, nossa hipótese foi que a falta de sono durante o 
tratamento crônico com morfina (Egydio, Tomimori et al., 2011) ou associado ao fator 
idade, poderia potencializar os efeitos prejudiciais sobre a cicatrização de pele em 
modelo animal. Sendo assim, os resultados do presente estudo auxiliam na 
compreensão dos mecanismos envolvidos no processo de cicatrização de pele em 




4.1. Objetivo Geral 
Avaliar o processo de cicatrização de pele em camundongos privados de sono 
paradoxal, em duas situações distintas e analisadas separadamente: tratados com 
morfina ou associado ao fator idade. 
 
4.2. Objetivos Específicos 
 Apresentar uma abordagem concisa dos efeitos estressantes da morfina sobre 
o processo de cicatrização de pele;  
 Avaliar a expressão da enzima óxido nítrico induzida (iNOS) e da 
ciclooxigenase-2 (COX-2) na pele de camundongos privados de sono e 
cronicamente tratados com morfina; 
 Analisar o processo de fechamento da ferida em animais jovens e de meia-
idade privados de sono paradoxal. 
5. MATERIAL e MÉTODOS 
 
5.1. Animais 
Camundongos foram mantidos em gaiolas de policarbonato microisoladoras e 
receberam água e ração ad libitum. As condições de luz (ciclo claro-escuro de 12 horas) 
e temperatura (22±1 °C) foram controladas automaticamente. Os experimentos foram 
conduzidos segundo princípios éticos (Andersen, D’almeida et al., 2004) e iniciados 
após aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa da Universidade Federal de São 
Paulo (CEP 1771/10), sendo que os procedimentos adicionais ao projeto original foram 
apresentados sob a forma de emenda. 
 
5.2. Privação de sono paradoxal (PSP) 
Os camundongos foram submetidos a 72 horas de PSP pelo método modificado 
da plataforma múltipla. Durante a PSP os animais foram colocados em grupos de 5 em 
uma caixa de policarbonato (38x31x17cm) contendo 10 plataformas circulares de 3,5 
cm de diâmetro, sendo o nível da água 1 cm abaixo da superfície das plataformas, 
conforme a Figura 1. Assim, os animais puderam se movimentar livremente no interior 
da gaiola pulando de uma plataforma para a outra. A atonia muscular, que ocorre 
caracteristicamente no sono paradoxal, faz com que o animal acorde ao encostar o 
focinho ou, ainda, o corpo inteiro na água. Este protocolo promove aproximadamente 
90% de perda de sono paradoxal (Zager, Andersen et al., 2009). Os animais do grupo 
controle foram mantidos em gaiolas de moradia na mesma sala onde foram realizados 
os protocolos de PSP nos grupos experimentais. O sabugo de milho e a água das 




Figura 1. Camundongos das linhagens hairless (esquerda) e C57BL/6J (direita) sendo privados de 
sono paradoxal. 
 
5.3. Procedimento para a indução de lesão 
O procedimento aqui utilizado para induzir as lesões seguiu o protocolo 
estabelecido por Mostaghimi e colaboradores (Mostaghimi, Obermeyer et al., 2005). Os 
animais foram anestesiados com isoflurano, e a pele foi limpa e desinfetada com 
Betadine® e álcool 70%. Os animais receberam uma lesão na região dorsal com o 
auxílio de um punch descartável de biópsia de 6 mm (Kolplast®, Brasil), conforme ilustra 
a Figura 2.  
_____________________ 
*As seções de Animais, Privação de sono e Procedimento para indução da lesão descrevem protocolos 
comuns a todos os experimentos descritos abaixo. Metodologias específicas a cada experimento são 
descritas a seguir. 
 
 Figura 2. Biópsia de pele para indução da lesão. 
 
6. Experimento I  
 
 
Influência da privação do sono e da morfina na expressão da enzima óxido nítrico 
sintase induzida e ciclooxigenase-2 na pele camundongos hairless 
 
6.1. Animais 
Foram utilizados 48 camundongos da linhagem HR (hairless) machos adultos (8 a 
10 semanas de vida) provenientes do Biotério do Departamento de Psicobiologia da 
UNIFESP. Foram utilizados animais HR, uma vez que não apresentam deficiência 
imunológica como a linhagem HFH11NU (nude). Os animais HR apresentam um gene 
autossômico recessivo no cromossomo 14, desenvolvendo pelagem normal, porém o 
pêlo começa a cair aos 10 dias de idade, podendo voltar a crescer em pequenos tufos 
que caem ao atingir a superfície da pele. Logo, permanecem sem pêlo por toda a vida 
(Green, 1966). 
6.2. Procedimento experimental 
Os animais foram distribuídos em 4 grupos, conforme ilustra a Figura 3. 
Grupo controle + salina (CTRL+S): Este grupo permaneceu em sua respectiva gaiola-
moradia por todo o protocolo e receberam 2 injeções de veículo (solução salina 0,9%) 
diariamente. 
Grupo controle + morfina (CTRL+M): Os animais permaneceram em suas respectivas 
gaiolas-moradia e foram submetidos ao tratamento crônico com morfina 2 vezes ao dia 
com intervalo de 12 horas.  
Grupo privação de sono paradoxal + salina (PSP+S): Este grupo foi submetido à 
PSP por 72 horas consecutivas (3 dias) e recebeu 2 injeções de veículo (solução salina 
0,9%) todos os dias até o final do protocolo. 
Grupo privação de sono paradoxal + morfina (PSP+M): Os animais deste grupo 
receberam tratamento crônico com morfina durante todo o protocolo experimental e 







































6.4. Tratamento crônico com morfina 
Os camundongos foram tratados com morfina (10mg.Kg-1, sc) dissolvida em 
veículo (solução salina 0,9%), 2 vezes ao dia com intervalos de 12 horas durante 9 dias 
(Ren, Noda et al., 2004; Abdel-Zaher, Hamdy et al., 2006). A administração de morfina 
nesta dose induz estado de analgesia, sendo que o tratamento repetido com morfina 
(2x ao dia durante 9 dias) demonstrou o desenvolvimento de tolerância. Os animais do 
grupo controle foram manuseados da mesma maneira que os animais do grupo tratado, 
porém receberam administração diária de veículo (solução salina 0,9%).  
6.5. Eutanásia e preparação do tecido 
Os animais foram eutanasiados individualmente por decapitação. Através da 
biópsia de pele foram removidos 4 mm de tecido da região dorsal de cada animal. As 
biópsias foram fixadas em formol a 10% e processadas em blocos de parafina para 
análise histológica no Departamento de Patologia (UNIFESP). Primeiramente, as 
biópsias de pele foram coradas com hematoxilina e eosina (HE, Merck®, Darmstadt, 
Alemanha) e, em seguida, foram submetidos à análise imuno-histoquímica. 
 
6.6. Análise histopatológica 
Para análise histopatológica, as amostras de pele foram fixadas em tampão de 
formalina a 10% (Merck®, Darmstadt, Alemanha) durante 48 horas, e embutidos em 




A parafina foi removida com xileno a partir dos cortes de 5 µm e reidratada em 
etanol. Em seguida, foram pré-tratados em um forno de microondas com um tampão de 
ácido cítrico (0,01 mol.L-1, pH 6) durante 3 ciclos de 5 minutos cada em 850W para a 
recuperação antigênica. O material foi pré-incubado com o peróxido de hidrogênio 0,3% 
em solução salina tamponada com fosfato (PBS – phosphate buffered saline) durante 5 
minutos para a inativação da peroxidase endógena e bloqueadas com soro de cabra 
5% em solução PBS, durante 10 minutos. As amostras foram incubadas com iNOS-3 e 
COX-2, anticorpo policlonal de camundongo (1:400) (Santa Cruz Biotechnology, Santa 
Cruz, CA, EUA). Todas as incubações foram realizadas overnight a 4°C. 
Subsequentemente, as secções foram incubadas com anticorpo secundário biotinilado 
(LSAB, Dakocytomation, Denmark) durante 30 minuntos, lavadas em PBS e 
incubadas com conjugado de estreptavidina peroxidase (LSAB, Dakocytomation, 
Denmark) também durante 30 minutos. Finalmente, foi utilizado 3,3’- tetrahidrocloreto 
de diaminobenzidina (Sigma, St Louis, USA) durante 5 minutos para o 
desenvolvimento da cor, e hematoxilina para contra coloração. 
 
6.8. Quantificação da imunohistoquímica 
Os cortes corados com imunohistoquímica foram analisados as porcentagens de 
células imunopositivas no controle e "hot spot" (áreas de atividade intensa ou 
importante). Um total de 1000 células epiteliais foi avaliado em 3-5 campos a uma 
ampliação de 40X. Esses valores foram usados como índice de rotulagem. Para 
determinar a expressão de iNOS-3 e COX-2, a relação foi calculada previamente 
obtendo percentagens individuais. Este protocolo foi estabelecido em estudos 
anteriores realizados pelo grupo de pesquisa da UNIFESP (Ribeiro, Kitakawa et al., 
2007). 
 
6.9. Análise estatística 
Para análise dos resultados foi utilizado o teste não-paramétrico de Kruskal-Wallis 
seguido pelo teste de post-hoc de Dunn. O nível de significância considerado foi p<0,05. 
Os dados foram representados por média ± erro padrão.  
7. Experimento II 
 




Foram utilizados 42 camundongos C57BL/6 machos jovens (3 meses) e de meia-
idade (10 meses) provenientes do Centro de Desenvolvimento de Modelos 
Experimentais (CEDEME – UNIFESP). 
 
7.2. Procedimento experimental 
Os animais foram distribuídos nos seguintes grupos: controle 3 meses; controle 10 
meses; privação de sono paradoxal 3 meses; privação de sono paradoxal 10 meses 
(Figura 4). Após o término da privação, os animais foram submetidos à lesão na região 
dorsal com o auxílio de um punch descartável de biópsia de pele (6 mm), conforme 
protocolo mencionado acima. 
 
7.3. Medida da cicatrização 
Uma câmara fotográfica digital (Sony®) foi afixada a um suporte para garantir que 
a distância das lentes fosse a mesma durante todo o experimento e em todos os 
animais. Uma moldura de 5x5cm, em que um dos vértices possui uma régua, foi 
posicionada ao redor da lesão para possibilitar análise através do programa de análise 
de imagem Image J®. Os animais foram fotografados durante 14 dias (D1, D2, D5, D10 
e D14). A cicatrização foi considerada completa quando a superfície da lesão ficou 
coberta com epiderme intacta. 
 




























Figura 4. Delineamento dos protocolos experimentais. PSP: privação de sono paradoxal. 
 
 7.5. Análise estatística 
A significância estatística foi avaliada por análise de variância (ANOVA) de 2 ou 3 
vias, seguida pelo post hoc de Tukey quando necessário. O nível de significância 




Artigo 1 - Egydio F, Ruiz FS, Tomimori J, Tufik S, Andersen ML. Can morphine 
interfere in the healing process during chronic stress? Arch Dermatol Res. 2012; 
304:413-20. 
 
Pode a morfina interferir no processo de cicatrização durante estresse crônico? 
Egydio F, Ruiz FS, Tomimori J, Tufik S, Andersen ML 
 
Os avanços tecnológicos, a pressão constante, o aumento da demanda qualificada, e 
outras atividades diárias apresentam na sociedade atual condições de vida cada vez 
mais estressantes. Em curto prazo, a liberação de hormônios relacionados ao estresse 
pode desempenhar um papel fundamental na sobrevivência de um organismo. No 
entanto, sabe-se que a exposição crônica ao cortisol pode levar a vários efeitos 
adversos. Diversos estudos mostram alterações imunológicas em resposta a uma 
exposição crônica ao cortisol, em particular, a integridade da pele, que pode interferir no 
processo de cicatrização. A morfina é uma droga imunossupressora, e quando é 
utilizada cronicamente, pode levar a um aumento da incidência de infecções e atraso no 
processo de cicatrização. A importância de opiáceos com finalidade analgésica no 
ambiente médico é indiscutível. No entanto, há um número limitado de estudos sobre 
este tema. Essas investigações podem fornecer maior compreensão dos mecanismos 
envolvidos no processo de cicatrização em indivíduos dependentes de morfina e sob 
estresse crônico, condição comum na sociedade moderna. Além disso, as prescrições 
médicas de opiáceos são comuns entre pacientes terminais que frequentemente 
desenvolvem úlceras de decúbito e infecções bacterianas. Esta revisão tem o objetivo 
de fornecer uma análise concisa dos efeitos da morfina e do estresse sobre o processo 
de cicatrização. 
Artigo 2 - Egydio F, Pires GN, Tufik S, Andersen ML. Wound-healing and 
benzodiazepines: does sleep play a role in this relationship? Clinics. 2012 67:827-
30. 
 
Cicatrização de pele e benzodiazepínicos: o sono desempenha um papel nessa 
relação? 
Egydio F, Pires GN, Tufik S, Andersen ML 
 
Pacientes que sofreram queimaduras frequentemente apresentam consequências 
psicológicas, entre as quais os transtornos de ansiedade são proeminentes. Os 
benzodiazepínicos são normalmente administrados para tratar esses sintomas. Os 
efeitos dos benzodiazepínicos sobre a cicatrização de pele pode não ser de modo 
direto, mas modulados por alterações da arquitetura do sono anteriores. Esta hipótese é 
apoiada por estudos que demonstram os efeitos dos benzodiazepínicos sobre o sistema 
imunológico e o perfil inflamatório nas condições normais de sono e durante a privação 
de sono, particularmente na privação de sono REM. 
Artigo 3 - Egydio F, Tomimori J, Tufik S, Andersen ML. Does sleep deprivation and 
morphine influence wound healing? Med Hypotheses. 2011; 77:353-5. 
 
Privação do sono e morfina influenciam a cicatrização de pele? 
Egydio F, Tomimori J, Tufik S, Andersen ML 
 
O contraste entre os hábitos de sono atuais e os da era pré-industrial são bastante 
evidentes. Um estudo recente mostrou que a quantidade de sono diminuiu 2 horas por 
noite nos últimos 50 anos. Essa redução de sono, presente na vida moderna, impõe 
repercussões nítidas sobre a saúde e bem estar. Estudos sobre o estresse e a pele têm 
mostrado que diferentes tipos de estresse afetam o processo de cicatrização. A morfina, 
droga imunossupressora, quando utilizada cronicamente pode levar ao aumento da 
incidência de infecções e um atraso no processo de cicatrização. Portanto, a nossa 
hipótese é a de que a falta de sono associada a tratamento crônico com a morfina pode 
ser prejudicial para a cicatrização da pele em modelo animal. Assim, é importante que 
estudos futuros considerem o paradigma da redução de sono nos mecanismos 
envolvidos no processo de cicatrização da pele em indivíduos dependentes de morfina. 
Artigo 4 - Influence of sleep deprivation and morphine on the expression of 
inducible nitric oxide synthase and cyclooxygenase-2 in skin of hairless mice. 
Toxicol Mech Methods. 2012; 22:577-583. 
 
Influência da privação do sono e da morfina na expressão da enzima óxido nítrico 
sintase induzida e ciclooxigenase-2 na pele camundongos hairless 
Egydio F, Ribeiro DA, Noguti J, Tufik S, Andersen ML 
 
A pele exerce inúmeras funções primordiais para proteger o organismo. O uso crônico 
de morfina pode levar ao aumento de infecções e retardo no processo de cicatrização. 
O sono é um fenômeno biológico fundamental que promove a integridade de diversas 
funções corporais. A privação de sono afeta negativamente vários sistemas, 
particularmente o sistema imunológico. O objetivo do presente estudo foi realizar uma 
avaliação imuno-histoquímica da expressão da enzima óxido nítrico sintase induzida e 
da ciclooxigenase-2 na pele de camundongos privados de sono e tratados 
cronicamente com morfina. Camundongos adultos hairless machos foram distribuídos 
nos seguintes grupos: Controle, morfina, privação de sono, e morfina + privação de 
sono. A morfina (10 mg.kg-1, subcutâneo) foi administrada a cada 12 horas durante 9 
dias consecutivos. Os resultados sugerem que a morfina proporcionou imunoexpressão 
de ciclooxigenase-2 e de óxido nítrico sintase. Em contrapartida a privação de sono não 
alterou os resultados induzidos pela morfina. Com isso podemos concluir que a morfina, 
mas não a falta de sono, induz maior expressão da ciclooxigenase-2 e do óxido nítrico 
sintase na pele de camundongos hairless. 
9. Dados ainda não publicados 
 
9.1. Experimento III 
 
Efeitos da privação de sono e do envelhecimento na cicatrização de pele em 
camundongos 
Egydio F, Tomimori J, Tufik S, Andersen ML 
 
A pele naturalmente sofre diversas modificações com a idade. Vários estímulos, como o 
estresse, podem alterar a integridade da pele que é essencial para a saúde dos seres 
vivos, tal como o sono que é um processo biológico fundamental para a qualidade de 
vida mental, emocional e física. Sendo assim, o presente projeto avaliou a influência da 
falta de sono e do envelhecimento sobre o processo de cicatrização de pele em 
camundongos. Foram utilizados camundongos C57BL⁄6J machos jovens (3 meses) e de 
meia−idade (10 meses). Os animais foram distribuídos nos seguintes grupos: controle 3 
meses; controle 10 meses; privação de sono paradoxal 3 meses; privação de sono 
paradoxal 10 meses. Após o término da privação, os animais foram submetidos à injúria 
na região dorsal com o auxílio de um punch descartável de biópsia de pele (6 mm). Os 
animais foram fotografados em diferentes momentos ao longo de 14 dias após a lesão 
(D1, D2, D5, D10 e D14). A área da lesão foi avaliada por meio do software de análise 
de imagem. A avaliação do número de dias necessários para o seu fechamento total 
mostrou que houve retardo no processo de cicatrização nos animais de meia−idade 
comparado aos jovens, independente da condição de sono. Entretanto, os animais de 
meia−idade privados de sono apresentaram piora na cicatrização quando comparados 
aos animais de meia−idade na condição controle (D2 e D5) e aos animais jovens 
privados de sono (D2, D5 e D10). Os resultados mostram que a falta de sono pode 
afetar o processo de cicatrização somente quando associado ao fator idade, sugerindo 
a importância do sono ao longo da vida para manutenção de uma pele saudável. 
 
9.1.2. Resultados 
 Os animais foram fotografados em diferentes momentos ao longo de 14 dias. 
Posteriormente, após a avaliação da área da lesão de todos os dias fotografados por 
meio do software de análise de imagem. Consideramos os dias D1, D2, D5, D10 e D14 
por serem estatisticamente diferentes entre si (Figura 5). 
 
Figura 5. Visão macroscópica do processo de cicatrização em camundongos C57BL/6 nos dias 1°, 
2°, 5°, 10° e 14° após a lesão. 
  
Na avaliação do número de dias necessários para a cicatrização de pele, a análise 
por ANOVA 2 vias revelou apenas efeito idade (F1,42=5,2; p<0,05), mostrando que na 
idade de 10 meses os animais tiveram retardo no processo de cicatrização, 
independente da condição de sono (Figura 6). Entretanto, a análise por ANOVA 3 vias 
utilizada para avaliar as diferenças no processo de cicatrização ao longo do tempo 
apresentou efeito tempo (F4,152=3022,2; p<0,0001), sono (F1,38=4,3; p<0,05) e idade 
(F4,152=7,1; p<0,05), mostrando que a cicatrização da pele difere estatisticamente entre 
os dias D1, D2, D5, D10 e D14, e que a privação de sono e a idade de 10 meses per se 
são fatores envolvidos com o prejuízo no processo de cicatrização. Somado a isso, 
observou-se também interação sono* idade (F1,38=8,3; p<0,01) e tempo*sono* idade 
(F4,152=4,4; p<0,01), revelando que os animais PSP+10m têm piora na cicatrização 
conforme o tempo quando comparados aos grupos CTRL+10m (D2 e D5, p<0,05) e 
PSP+3m (D2, D5 e D10, p<0,05), como mostra a Figura 7.  
 
 
Figura 6. Número de dias necessários para o fechamento total da lesão, mostrando que houve 
retardo no processo de cicatrização nos animais de 10 meses comparado aos de 3 meses, independente 
da condição de sono (13,03±0,20 vs 12,35±0,23 dias, respectivamente; p<0,05). CTRL=controle; 




Figura 7. Avaliação da área da lesão ao longo do tempo, revelando que os animais do grupo 
PSP/10 meses apresentaram piora na cicatrização quando comparados aos animais CTRL/10 meses (D2 



























10.  DISCUSSÃO 
 
O objetivo deste estudo foi avaliar o processo da cicatrização de pele em 
camundongos privados de sono paradoxal, em duas situações distintas e analisadas 
separadamente: tratados com morfina ou associado ao fator idade. 
Primeiramente, buscamos analisar se a morfina e/ou a falta de sono são capazes 
de modular a imunoexpressão de ciclooxigenase-2 (COX-2) e óxido nítrico sintase 
induzida (iNOS) na pele de camundongos hairless. A análise histopatológica revelou 
que os grupos expostos a PSP ou morfina não apresentaram alterações morfológicas. 
De fato, evidências sugerem que a homeostase da pele é regulada por vários fatores, 
por meio de vias de sinalização, como por exemplo, β-catenina, famílias de fatores de 
crescimento fibroblásticos, proteínas noggin, via notch, hedgehog, e c-myc. Embora 
alguns estudos tenham fornecido evidências de que os opioides promovem o processo 
de cicatrização, tanto qualitativamente como quantitativamente, os autores sugerem 
que isso se deve ao aumento na formação de tecidos de granulação, colágeno e 
angiogênese, resultando em melhor organização dérmica e epidérmica (Poonawala, 
Levay-Young et al., 2005; Rook, Hasan et al., 2008).  
Outras investigações têm mostrado que a prostaglandina pode também 
desempenhar um papel-chave no crescimento e diferenciação da epiderme (Cansell, 
Moussaoui et al., 2007). Na biossíntese da prostaglandina, as ciclooxigenases são 
responsáveis pela catalisação das reações-chaves (Feng, Sun et al., 1993). Como um 
importante membro das isoenzimas da família das ciclooxigenases, a COX-2 foi 
descrita na expressão de uma variedade de tumores epiteliais e no processo 
inflamatório. A COX-2 foi também localizada principalmente nos queratinócitos 
suprabasais da pele humana normal (Neufang, Furstenberger et al., 2001). Além disso, 
recentemente foi relatado que na pele normal de camundogos a COX-2 foi expressa no 
processo normal de morfogênese da epiderme e das unidades pilosebáceas 
(Fürstenberger, Marks et al., 2003; Müller-Decker, Leder et al., 2003).  
Em 2004, Wilgus e colaboradores investigaram o papel do processo de reparação 
fetal utilizando um modelo animal de cicatrização de feridas fetal (Wilgus, Bergdall et al., 
2004). Avaliaram ainda, a capacidade de prostaglandina exógena (E2) alterar a 
cicatrização fetal. Os resultados sugerem que a via da COX-2 está envolvida na 
cicatrização da pele do feto e que a segmentação da COX-2 pode ser útil para limitar a 
formação de cicatriz na pele de um adulto. No entanto, a função da COX-2 na epiderme 
normal permanece desconhecida, particularmente em animais expostos cronicamente a 
morfina e privados de sono. Como resultado e, devido à falta de provas científicas, foi 
avaliado o padrão de expressão de COX-2 na pele de camundongos hairless a fim de 
explorar os possíveis resultados de xenobióticos na estrutura normal e função da 
epiderme. Os resultados demonstraram que a COX-2 foi fracamente detectada em 
animais do grupo controle (CTRL), bem como naqueles submetidos à PSP. Em 
contrapartida, uma expressão moderada dessa enzima foi detectada na epiderme do 
grupo exposto ao tratamento crônico com morfina, independentemente de ter sido 
associada à PSP. Em conjunto, esses achados sugerem que a morfina é capaz de 
modular a imunoexpressão da COX-2 na pele de camundongos hairless. 
O óxido nítrico (NO) é uma molécula lipofílica gasosa gerada pela conversão de L-
arginina em L-citrulina por um grupo de enzimas denominadas NO sintases (NOS). As 
isoformas constitutivas da NOS incluem Ca2+/calmodulina dependente de NOS neuronal 
(nNOS) e NOS endotelial (eNOS), que são expressos preferencialmente, mas não 
exclusivamente, em células neuronais e endoteliais, respectivamente (Bredt, Hwang et 
al., 1991). Quando ativadas, estas isoformas da NOS produzem níveis nanomolares de 
óxido nítrico que podem influenciar várias funções cutâneas, incluindo a cicatrização de 
pele e a vasodilatação (Lowenstein e Snyder, 1992; Cobbold, 2001). Em contraste, a 
forma induzida é sintetizada em resposta a certos estímulos inflamatórios como 
produção de citocinas, radiação ultravioleta e lipopolissacarídeos (LPS), podendo 
produzir níveis micromolares de NO com efeitos tanto benéficos quanto prejudiciais 
(Alderton, Cooper et al., 2001).  
A presença e estado de pós-tradução da NOS é um forte indicativo da sua 
importância biológica em um tecido particular. Os resultados demonstraram uma menor 
imunoexpressão de iNOS, limitada a algumas células inflamatórias do tecido conjuntivo, 
em camundongos do grupo de CTRL. Estudo anterior, realizado por Zhao e 
colaboradores (Zhao, Guan et al., 2005) revelou a presença de iNOS na epiderme de 
camundongos normais. Em contraste, a morfina foi capaz de induzir imunoexpressão 
iNOS no tecido conjuntivo de camundongos hairless. No estudo atual, a PSP não 
modulou a imunoexpressão iNOS. Recentemente, Martin e colaboradores (Martin, 
Charboneau et al., 2010) investigaram, em modelo animal, o efeito da morfina na 
cicatrização de pele após um desafio imunológico através da adoção de um indutor LPS 
inflamatório. O estudo revelou significante supressão de miofibroblastos e deficiência na 
angiogênese, demonstrada pela redução significante da secreção do fator de 
crescimento vascular endotelial (VEGF – vascular endothelial growth factor) pelos 
macrófagos. Esses achados estão em plena consonância com estudos anteriores que 
demonstraram que os opioides aceleraram a cicatrização por upregulation da produção 
tanto de eNOS quanto iNOS em ratos (Poonawala, Levay-Young et al., 2005). 
Em resumo, os resultados do nosso primeiro estudo sugerem que a morfina é 
capaz de induzir a imunoexpressão da COX-2 e iNOS na pele de camundongos 
hairless, e que a falta de sono não modula este resultado. Considerando que a 
extrapolação dos dados em animais para a pesquisa humana requer cautela, mais 
estudos são necessários para fornecer evidência adicional das consequências em longo 
prazo do uso de morfina, associado ou não a privação de sono. 
Nosso segundo objetivo foi avaliar a influência da privação de sono e do 
envelhecimento sobre o processo de cicatrização da pele em camundongos. Sabe-se 
que, o envelhecimento é um dos aspectos biológicos mais importantes, pelo impacto no 
funcionamento de todos os sistemas fisiológicos do organismo humano. A idade 
avançada está associada a uma série de alterações nutricionais, metabólicas, 
vasculares e imunológicas e, muitas vezes, ocorrência de doenças crônicas, que 
tornam o indivíduo mais suscetível aos traumas, infecções e neoplasias (ver revisão, 
(Sgonc e Gruber, 2012)).  As alterações dérmicas associadas à idade incluem a 
redução da espessura, e número de fibras elásticas, diminuição da vascularização e 
densidade celular (Desai, 1997). Além disso, foi demonstrado um atraso na infiltração 
de macrófagos e linfócitos B na lesão de ratos de meia idade e idosos (Ashcroft, Horan 
et al., 1997). Existe ainda, uma diminuição global do número e tamanho dos fibroblastos 
da derme (Plisko e Gilchrest, 1983). Em resumo, pode-se dizer que as alterações 
relacionadas à idade avançada resultam em atraso no fechamento de feridas tanto em 
modelos animais, como nos seres humanos (Butcher e Klingsberg, 1963; Grove e 
Kligman, 1983; Bruce e Deamond, 1991). 
No que diz respeito ao sono, sugere-se que a privação de sono pode interferir nas 
respostas imunitárias, o que pode afetar a cicatrização das feridas e a defesa do 
organismo contra os agentes agressores (Moffatt, Vowden et al., 2008). Em modelos 
animais submetidos ao estresse de imobilização, Padgett e colaboradores (Padgett, 
Marucha et al., 1998) observaram um retardo no processo de cicatrização. Certamente, 
o processo está ligado a uma diminuição da expressão de citocinas pró-inflamatórias 
(IL-1α e IL-1β) e fatores de crescimento (Mercado, Padgett et al., 2002; Mercado, Quan 
et al., 2002). 
Nossos resultados em relação ao número de dias necessários para a cicatrização 
de pele mostraram que na idade de 10 meses os animais tiveram um retardo no 
processo de reparo, independente da condição de sono. Entretanto, a avaliação das 
diferenças no processo de cicatrização ao longo do tempo revelou que a cicatrização da 
pele difere estatisticamente entre os dias D1, D2, D5, D10 e D14, e que a privação de 
sono e a idade de 10 meses per se são fatores envolvidos no prejuízo ao processo de 
cicatrização. Somado a isso, observou-se também que os animais privados de sono 
paradoxal com 10 meses de idade têm piora na cicatrização conforme o tempo quando 
comparados tanto ao seu respectivo grupo (D2 e D5) quanto aos animais do grupo 
privado de sono paradoxal jovem (D2, D5 e D10).  
Em contraste, nossos resultados não corroboram outros dois estudos que 
buscaram investigar a relação da falta de sono com o processo de cicatrização da pele. 
No primeiro, Landis e Whitney (Landis e Whitney, 1997) após submeterem ratos a PSP 
de 72 horas em plataforma única sete dias após a lesão, não observaram prejuízos na 
cicatrização em nível celular. De maneira semelhante, outro estudo demonstrou que 
ratos submetidos a cinco dias de PSP não apresentaram retardo na taxa de 
recuperação da lesão, a qual foi induzida imediatamente antes ou após o protocolo de 
PS (Mostaghimi, Obermeyer et al., 2005). Embora esses dados demonstrem que em 
roedores não há evidências de que a falta de sono possa afetar o processo de 
cicatrização, os resultados do nosso estudo podem sugerir que a falta de sono 
associada ao fator idade pode interferir no processo de cicatrização da pele. 
Além disso, esta abordagem entre privação de sono e pele foi recentemente 
investigada pelo nosso grupo de pesquisa que avaliou a influência da PSP por 48h sob 
os níveis de citocinas e hormônios relacionados ao estresse em modelo animal de 
psoríase (Hirotsu, Rydlewski et al., 2012).  Os resultados mostraram que a privação de 
sono potencializou as atividades da calicreína-5 e calicreína-7 na pele dos grupos com 
psoríase. E ainda, os camundongos privados de sono paradoxal com psoríase tiveram 
aumentos significantes nos níveis de citocinas pró-inflamatórias (IL-1β, IL-6 e IL-12) e 
diminuição na citocina antiinflamatória (IL-10). Esses níveis foram normalizados após 48 
h de rebote de sono. Esses dados sugerem que a privação de sono desempenha um 
papel importante na exacerbação da psoríase mediante a modulação do sistema imune 
e efeitos na barreira epidérmica.  
O estudo de Mogford e colaboradores (2004), realizado com a finalidade de 
esclarecer os efeitos do envelhecimento na isquemia tecidual associada ao 
comprometimento na cicatrização cutânea. Foi feita uma biópsia de pele em ambas as 
orelhas de ratos jovens (3-6 meses) e idosos (> 24 meses). Em um lado foi realizada 
uma transecção da vascularização na base da orelha, enquanto que a outra orelha 
serviu como controle não isquêmico. Os resultados medidos pela formação de tecido de 
granulação e reepitelização mostram que a reparação tecidual foi prejudicada pela 
isquemia e idade avançada. Além disso, a análise global da expressão gênica estava 
alterada em animais idosos quando comparada aos animais jovens. Dessa forma, os 
resultados demonstraram o fenótipo distintivo apresentado pela combinação 
clinicamente relevante da idade e da isquemia em modelo in vivo de cicatrização da 
pele. 
Em suma, os dados do nosso segundo experimento mostram que a falta de sono 
pode afetar o processo de cicatrização somente quando associado ao fator idade, 
sugerindo a importância do sono ao longo da vida para manutenção da pele saudável. 
Porém, deve-se considerar o fato do envelhecimento ser um processo individual que 
deve ser levado em conta quando são feitas generalizações sobre os grupos etários. 
Além disso, quando se trata de estudos em modelos animais torna-se difícil definir e 
comparar jovens e idosos entre espécies diferentes.  
11.  CONCLUSÕES 
 
 
O presente projeto permite sugerir que os resultados do primeiro estudo, que a 
morfina é capaz de induzir a imunoexpressão da COX-2 e iNOS na pele de 
camundongos hairless, e que a falta de sono não modula este fenômeno. Em 
contrapartida, o segundo experimento mostrou que a falta de sono pode afetar o 
processo de cicatrização somente quando associado ao fator idade, sugerindo a 
importância do sono ao longo da vida para manutenção da integridade da pele. Devido 
à natureza multifatorial da cicatrização de pele em idosos torna-se difícil determinar se 
os problemas de cicatrização são atribuíveis aos resultados do envelhecimento e/ou 
outros fatores. 
Em geral, os experimentos I e II nos permitem sugerir que uso de morfina, a falta 
de sono e a idade em animais podem modular o processo de cicatrização da pele. 
Porém, as ferramentas utilizadas neste projeto são apenas o início de uma longa 
investigação a ser realizada por meio de experimentos para mostrar que a falta de sono 
não afeta a taxa de cicatrização somente perifericamente, mas também por outros 
mecanismos ainda desconhecidos. Portanto, novos estudos devem ser feitos com o 
intuito de avaliar como os sistemas: nervoso e imunológico podem atuar nesse 




ABDEL-ZAHER, A. O.  et al. Attenuation of morphine tolerance and dependence by 
aminoguanidine in mice. Eur J Pharmacol, v. 540, n. 1-3, p. 60-6, Jul 2006.  
 
ALDERTON, W. K.; COOPER, C. E.; KNOWLES, R. G. Nitric oxide synthases: structure, 
function and inhibition. Biochem J, v. 357, n. Pt 3, p. 593-615, Aug 2001.  
 
ALTEMUS, M.  et al. Stress-induced changes in skin barrier function in healthy women. J 
Invest Dermatol, v. 117, n. 2, p. 309-17, Aug 2001.  
 
ALVARENGA, T. A.  et al. Food restriction or sleep deprivation: which exerts a greater 
influence on the sexual behaviour of male rats? Behav Brain Res, v. 202, n. 2, p. 266-71, Sep 
2009.  
 
ALVARENGA, T. A.  et al. Paradoxical sleep deprivation impairs acquisition, 
consolidation, and retrieval of a discriminative avoidance task in rats. Neurobiol Learn Mem, v. 
90, n. 4, p. 624-32, Nov 2008.   
 
ANDERSEN, M. L.  et al. Procedimentos Experimentais. In: UNIFESP (Ed.). Princípios 
Éticos e Práticos do uso de Animais de Experimentação. São Paulo, 2004.  p.45-69.   
 
ANDERSEN, M. L.  et al. Endocrinological and catecholaminergic alterations during 
sleep deprivation and recovery in male rats. J Sleep Res, v. 14, n. 1, p. 83-90, Mar 2005.   
 
ANDERSEN, M. L.  et al. Progesterone reduces erectile dysfunction in sleep-deprived 
spontaneously hypertensive rats. Reprod Biol Endocrinol, v. 5, p. 7,  2007.  
 
ANDERSEN, M. L.; TUFIK, S. Distinct effects of paradoxical sleep deprivation and 
cocaine administration on sexual behavior in male rats. Addict Biol, v. 7, n. 2, p. 251-3, Apr 
2002.  
 
ANDERSEN, M. L.; TUFIK, S. Does male sexual behavior require progesterone? Brain 
Res Rev, v. 51, n. 1, p. 136-43, Jun 2006.  
 
ANTUNES, I. B.  et al. The effects of paradoxical sleep deprivation on estrous cycles of 
the female rats. Horm Behav, v. 49, n. 4, p. 433-40, Apr 2006.  
 
ASHCROFT, G. S.; HORAN, M. A.; FERGUSON, M. W. Aging is associated with 
reduced deposition of specific extracellular matrix components, an upregulation of angiogenesis, 
and an altered inflammatory response in a murine incisional wound healing model. J Invest 
Dermatol, v. 108, n. 4, p. 430-7, Apr 1997.  
 
BANKS, S.; DINGES, D. F. Behavioral and physiological consequences of sleep 
restriction. J Clin Sleep Med, v. 3, n. 5, p. 519-28, Aug 2007.  
 
BERGMANN, B. M.  et al. Are physiological effects of sleep deprivation in the rat 
mediated by bacterial invasion? Sleep, v. 19, n. 7, p. 554-62, Sep 1996.  
 
BERGSTRESSER PR, Costner MI. Anatomy and Physiology. In: Bolognia JL, Jorizzo JL, 
Rapini RP. Dermatology, 2nd E. Elsevier, Espanha, 2008. 
 
BREDT, D. S.  et al. Cloned and expressed nitric oxide synthase structurally resembles 
cytochrome P-450 reductase. Nature, v. 351, n. 6329, p. 714-8, Jun 1991.  
 
BRUCE, S. A.; DEAMOND, S. F. Longitudinal study of in vivo wound repair and in vitro 
cellular senescence of dermal fibroblasts. Exp Gerontol, v. 26, n. 1, p. 17-27,  1991.  
 
BUTCHER, E. O.; KLINGSBERG, J. Age, gonadectomy, and wound healing in the 
palatal mucosa of the rat. Oral Surg Oral Med Oral Pathol, v. 16, p. 484-93, Apr 1963.  
 
CANSELL, M. S.; MOUSSAOUI, N.; MANCINI, M. Prostaglandin E2 and interleukin-8 
production in human epidermal keratinocytes exposed to marine lipid-based liposomes. Int J 
Pharm, v. 343, n. 1-2, p. 277-80, Oct 2007.  
 
CARRIER, J.  et al. The effects of age and gender on sleep EEG power spectral density 
in the middle years of life (ages 20-60 years old). Psychophysiology, v. 38, n. 2, p. 232-42, Mar 
2001.  
 
CHRISTRUP, L. L. Morphine metabolites. Acta Anaesthesiol Scand, v. 41, n. 1 Pt 2, p. 
116-22, Jan 1997.  
 
COBBOLD, C. A. The role of nitric oxide in the formation of keloid and hypertrophic 
lesions. Med Hypotheses, v. 57, n. 4, p. 497-502, Oct 2001.  
 
DENDA, M.  et al. Stress alters cutaneous permeability barrier homeostasis. Am J 
Physiol Regul Integr Comp Physiol, v. 278, n. 2, p. R367-72, Feb 2000.  
 
DESAI, H. Ageing and wounds. Part 2: Healing in old age. J Wound Care, v. 6, n. 5, p. 
237-9, May 1997.  
 
DIJK, D. J.  et al. Ageing and the circadian and homeostatic regulation of human sleep 
during forced desynchrony of rest, melatonin and temperature rhythms. J Physiol, v. 516 ( Pt 2), 
p. 611-27, Apr 1999.  
 
DÂNGELO, J. G.; FATTINI, C. A. Sistema Tegumentar. In: (Ed.). Anatomia humana 
sistêmica e segmentar: para o estudante de medicina. 2. São Paulo: Ateneu, 1998. cap. 16, 
p.173-175.   
 
EGYDIO, F.  et al. Can morphine interfere in the healing process during chronic stress? 
Arch Dermatol Res, v. 304, n. 6, p. 413-20, Aug 2012.  
 
EGYDIO, F.  et al. Does sleep deprivation and morphine influence wound healing? Med 
Hypotheses, v. 77, n. 3, p. 353-5, Sep 2011.  
 
EVERSON, C. A.; TOTH, L. A. Systemic bacterial invasion induced by sleep deprivation. 
Am J Physiol Regul Integr Comp Physiol, v. 278, n. 4, p. R905-16, Apr 2000.  
 
FENG, L.  et al. Cloning two isoforms of rat cyclooxygenase: differential regulation of 
their expression. Arch Biochem Biophys, v. 307, n. 2, p. 361-8, Dec 1993.  
 
FÜRSTENBERGER, G.; MARKS, F.; MÜLLER-DECKER, K. Cyclooxygenase-2 and skin 
carcinogenesis. Prog Exp Tumor Res, v. 37, p. 72-89,  2003.  
 
GABBIANI, G. The myofibroblast in wound healing and fibrocontractive diseases. J 
Pathol, v. 200, n. 4, p. 500-3, Jul 2003.  
 
GARG, A.  et al. Psychological stress perturbs epidermal permeability barrier 
homeostasis: implications for the pathogenesis of stress-associated skin disorders. Arch 
Dermatol, v. 137, n. 1, p. 53-9, Jan 2001.  
 
GRAY, M. L.  et al. Mechanical and physiochemical determinants of the chondrocyte 
biosynthetic response. J Orthop Res, v. 6, n. 6, p. 777-92,  1988.  
GREEN, E. The biology of laboratory mouse.  New York: McGraw-Hill, 1966. 
 
GROVE, G. L.; KLIGMAN, A. M. Age-associated changes in human epidermal cell 
renewal. J Gerontol, v. 38, n. 2, p. 137-42, Mar 1983.  
 
GUPTA, M. A.; GUPTA, A. K. Psychodermatology: an update. J Am Acad Dermatol, v. 
34, n. 6, p. 1030-46, Jun 1996.  
 
HASHIZUME, H. Skin aging and dry skin. J Dermatol, v. 31, n. 8, p. 603-9, Aug 2004.  
 
HIROTSU, C.  et al. Sleep loss and cytokines levels in an experimental model of 
psoriasis. PLoS One, v. 7, n. 11, p. e51183,  2012.  
 
HOWARD, B. G.; HUDA, A. Opioid Analgesics. In: GILMAN, A. G.;HARDMAN, J. G., et 
al (Ed.). The pharmacological basis of therapeutics. 11. United States of America: McGraw 
W-Hill, Medical Publishing division, 2001.  p.569-617.   
 
KIECOLT-GLASER, J. K.; GLASER, R. Psychological stress and wound healing: Kiecolt-
Glaser et al. (1995). Adv Mind Body Med, v. 17, n. 1, p. 15-6,  2001.  
KIM, M. H.  et al. Dynamics of neutrophil infiltration during cutaneous wound healing and 
infection using fluorescence imaging. J Invest Dermatol, v. 128, n. 7, p. 1812-20, Jul 2008.  
 
KIRSNER RS. Wound healing. In: Bolognia JL, Jorizzo JL, Rapini RP. Dermatology, 2nd 
E. Elsevier, Espanha, 2008, pp. 2147-58. 
 
KUSHIDA, C. A.  et al. Sleep deprivation in the rat: VI. Skin changes. Sleep, v. 12, n. 1, 
p. 42-6, Feb 1989.  
 
LANDIS, C. A.; WHITNEY, J. D. Effects of 72 hours sleep deprivation on wound healing 
in the rat. Res Nurs Health, v. 20, n. 3, p. 259-67, Jun 1997.  
 
LEIBOVICH, S. J.; ROSS, R. The role of the macrophage in wound repair. A study with 
hydrocortisone and antimacrophage serum. Am J Pathol, v. 78, n. 1, p. 71-100, Jan 1975.  
 
LOWENSTEIN, C. J.; SNYDER, S. H. Nitric oxide, a novel biologic messenger. Cell, v. 
70, n. 5, p. 705-7, Sep 1992.  
 
MARTIN, J. L.  et al. Chronic morphine treatment inhibits LPS-induced angiogenesis: 
implications in wound healing. Cell Immunol, v. 265, n. 2, p. 139-45,  2010.  
 
MARTINS, R. C.; ANDERSEN, M. L.; TUFIK, S. The reciprocal interaction between sleep 
and type 2 diabetes mellitus: facts and perspectives. Braz J Med Biol Res, v. 41, n. 3, p. 180-7, 
Mar 2008.  
 
MENDELSON, W. B.; BERGMANN, B. M. Age-related changes in sleep in the rat. Sleep, 
v. 22, n. 2, p. 145-50, Mar 1999.  
 
MENDELSON, W. B.; BERGMANN, B. M. Age-dependent changes in recovery sleep 
after 48 hours of sleep deprivation in rats. Neurobiol Aging, v. 21, n. 5, p. 689-93, 2000 Sep-
Oct 2000.  
 
MERCADO, A. M.  et al. Altered kinetics of IL-1 alpha, IL-1 beta, and KGF-1 gene 
expression in early wounds of restrained mice. Brain Behav Immun, v. 16, n. 2, p. 150-62, Apr 
2002.  
 
MERCADO, A. M.  et al. Restraint stress alters the expression of interleukin-1 and 
keratinocyte growth factor at the wound site: an in situ hybridization study. J Neuroimmunol, v. 
129, n. 1-2, p. 74-83, Aug 2002.  
 
MOFFATT, C.  et al. Psychosocial factors and delayed healing. In: (Ed.). EWMA 
Position Document: Hard to Heal Wounds. London: MEP Ltd, 2008.  p.10-13.   
 
MOGFORD, J. E.  et al. Impact of aging on gene expression in a rat model of ischemic 
cutaneous wound healing. J Surg Res, v. 118, n. 2, p. 190-6, May 2004.  
 
MOSTAGHIMI, L.  et al. Effects of sleep deprivation on wound healing. J Sleep Res, v. 
14, n. 3, p. 213-9, Sep 2005. ISSN 0962-1105.  
 
MÜLLER-DECKER, K.  et al. Expression of cyclooxygenase isozymes during 
morphogenesis and cycling of pelage hair follicles in mouse skin: precocious onset of the first 
catagen phase and alopecia upon cyclooxygenase-2 overexpression. J Invest Dermatol, v. 
121, n. 4, p. 661-8, Oct 2003.  
 
NEUFANG, G.  et al. Abnormal differentiation of epidermis in transgenic mice 
constitutively expressing cyclooxygenase-2 in skin. Proc Natl Acad Sci U S A, v. 98, n. 13, p. 
7629-34, Jun 2001.  
 
PADGETT, D. A.; MARUCHA, P. T.; SHERIDAN, J. F. Restraint stress slows cutaneous 
wound healing in mice. Brain Behav Immun, v. 12, n. 1, p. 64-73, Mar 1998.  
 
PILCHER, B. K.  et al. The activity of collagenase-1 is required for keratinocyte migration 
on a type I collagen matrix. J Cell Biol, v. 137, n. 6, p. 1445-57, Jun 1997.  
 
PLISKO, A.; GILCHREST, B. A. Growth factor responsiveness of cultured human 
fibroblasts declines with age. J Gerontol, v. 38, n. 5, p. 513-8, Sep 1983.  
POONAWALA, T.  et al. Opioids heal ischemic wounds in the rat. Wound Repair Regen, 
v. 13, n. 2, p. 165-74, Mar-Apr 2005.  
 
PROKSCH, E.; JENSEN, J. M.; ELIAS, P. M. Skin lipids and epidermal differentiation in 
atopic dermatitis. Clin Dermatol, v. 21, n. 2, p. 134-44, Mar-Apr 2003.  
 
REN, X.  et al. A neuroactive steroid, dehydroepiandrosterone sulfate, prevents the 
development of morphine dependence and tolerance via c-fos expression linked to the 
extracellular signal-regulated protein kinase. Behav Brain Res, v. 152, n. 2, p. 243-50, Jul 2004.  
 
RIBEIRO, D. A.  et al. Survivin and inducible nitric oxide synthase production during 
4NQO-induced rat tongue carcinogenesis: a possible relationship. Exp Mol Pathol, v. 83, n. 1, 
p. 131-7, Aug 2007.  
 
ROJAS, I. G.  et al. Stress-induced susceptibility to bacterial infection during cutaneous 
wound healing. Brain Behav Immun, v. 16, n. 1, p. 74-84, Feb 2002.  
 
ROOK, J. M.; HASAN, W.; MCCARSON, K. E. Temporal effects of topical morphine 
application on cutaneous wound healing. Anesthesiology, v. 109, n. 1, p. 130-6, Jul 2008.  
 
ROSTENBERG, A. The role of psychogenic factors in skin diseases. Arch Dermatol, v. 
81, p. 81-6, Jan 1960.  
 
RUIZ, F. S.  et al. Immune alterations after selective rapid eye movement or total sleep 
deprivation in healthy male volunteers. Innate Immun, v. 18, n. 1, p. 44-54, Feb 2012.  
 
RUIZ, F. S.  et al. Sleep deprivation reduces the lymphocyte count in a non-obese mouse 
model of type 1 diabetes mellitus. Braz J Med Biol Res, v. 40, n. 5, p. 633-7, May 2007.  
 
SGONC, R.; GRUBER, J. Age-Related Aspects of Cutaneous Wound Healing: A Mini-
Review. Gerontology, Oct 2012.  
 
SHIROMANI, P. J.  et al. Compensatory sleep response to 12 h wakefulness in young 
and old rats. Am J Physiol Regul Integr Comp Physiol, v. 278, n. 1, p. R125-33, Jan 2000.  
 SILVA, R. H.  et al. Role of hippocampal oxidative stress in memory deficits induced by 
sleep deprivation in mice. Neuropharmacology, v. 46, n. 6, p. 895-903, May 2004.  
 
SINGER, A. J.; CLARK, R. A. Cutaneous wound healing. N Engl J Med, v. 341, n. 10, p. 
738-46, Sep 1999.  
 
SUCHECKI, D.; TIBA, P. A.; TUFIK, S. Hormonal and behavioural responses of 
paradoxical sleep-deprived rats to the elevated plus maze. J Neuroendocrinol, v. 14, n. 7, p. 
549-54, Jul 2002.  
 
SUGARMAN, J. L.  et al. The objective severity assessment of atopic dermatitis score: 
an objective measure using permeability barrier function and stratum corneum hydration with 
computer-assisted estimates for extent of disease. Arch Dermatol, v. 139, n. 11, p. 1417-22, 
Nov 2003.  
 
TAUSK, F. A.; NOUSARI, H. Stress and the skin. Arch Dermatol, v. 137, n. 1, p. 78-82, 
Jan 2001.  
 
TUFIK, S.  et al. Paradoxical sleep deprivation: neurochemical, hormonal and behavioral 
alterations. Evidence from 30 years of research. An Acad Bras Cienc, v. 81, n. 3, p. 521-38, 
Sep 2009.  
 
VELAZQUEZ-MOCTEZUMA, J.  et al. Differential effects of rapid eye movement sleep 
deprivation and immobilization stress on blood lymphocyte subsets in rats. 
Neuroimmunomodulation, v. 11, n. 4, p. 261-7,  2004.  
 
WILGUS, T. A.  et al. The impact of cyclooxygenase-2 mediated inflammation on 
scarless fetal wound healing. Am J Pathol, v. 165, n. 3, p. 753-61, Sep 2004.  
 
ZAGER, A.  et al. Modulation of sickness behavior by sleep: the role of neurochemical 
and neuroinflammatory pathways in mice. Eur Neuropsychopharmacol, v. 19, n. 8, p. 589-602, 
Aug 2009.  
ZAGER, A.  et al. Effects of acute and chronic sleep loss on immune modulation of rats. 
Am J Physiol Regul Integr Comp Physiol, v. 293, n. 1, p. R504-9, Jul 2007.  
 
ZAGER, A.  et al. Immune outcomes of paradoxical sleep deprivation on cellular 
distribution in naive and lipopolysaccharide-stimulated mice. Neuroimmunomodulation, v. 19, 
n. 2, p. 79-87,  2012.  
 
ZHAO, R.; GUAN, D. W.; LU, B. [Immunohistochemical study on expression of iNOS and 





















13.1. Artigo 1 – Egydio F, Ruiz FS, Tomimori J, Tufik S, Andersen ML. 
Can morphine interfere in the healing process during chronic stress? Arch Dermatol 
Res. 2012; 304:413-20. 
13.2. Artigo 2 – Egydio F, Pires GN, Tufik S, Andersen ML. Wound-
healing and benzodiazepines: does sleep play a role in this relationship? Clinics. 2012 
67:827-30. 
13.3. Artigo 3 – Egydio F, Tomimori J, Tufik S, Andersen ML. Does sleep 
deprivation and morphine influence wound healing? Med Hypotheses. 2011; 77:353-5. 
13.4. Artigo 4 – Influence of sleep deprivation and morphine on the 
expression of inducible nitric oxide synthase and cyclooxygenase-2 in skin of hairless 
mice. Toxicol Mech Methods. 2012; 22:577-583. 
 
 
